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277. Sur la cyclisation des polypeptides 
par R. A. Boissonnas et  Ingeborg Schuniann. 

(25 IX 52) 

Puisque l’on peut attribuer une structure cyclique B la grami- 
cidine Sl) et 8 la tyrocidine A2), et que d’autres polypeptides naturels 
tels que les grami~idines~) et les tyrocidines 4, ont probablement 
6galement une structure cyclique, il Btait int6ressant de chercher 
une mBthode permettant de synthBtiser des polypeptides oycliques. 
Le problhme revient B, former une liaison peptidique entre les deux 
extrBmit6s d’une m&me molBcule polypeptidique linbaire, c’est-8-dire 
8 crBer une liaison peptidique entre un groupe carboxyle et un groupe 
amino pr6sents simultane‘rnent danx la m&me solution, G6nBralement, 
pour former une liaison peptidique, entre 2 molBcules d’acides aminBs 
ou de peptides, on forme d’abord un deriv6 riche en Bnergie de l’une 
des molecules, que l’on met ensuite seulement en prBsence cie l’autre 
mol6cule. Les d4rives riches en Bnergie les plus employes sont les 
chlorures d’acides, les azides, et les anhydrides mixtes j). L’extrBmitB 
de la mol6cule qui ne doit pas prendre part 8 la reaction est alors 
bloqu6e par un groupe sdectivement scindabk. 

Pour condenser entre elles les deux extrPmit6s de La m4me 
chaine polypeptidique, il faudra former le derive riche en Bnergie 
d’une des extr4mites. I1 sera done necessaire de protBger momen- 
tanement l’autre extrBmit6 de la chaine, puis il faudra lib6rer celle-ci 
au moment de la cyclisation dam des conditions suffisamment 
douces pour ne pas decomposer le groupement riche en Bnergie, qui 
est assez sowent instable. 

Pour simplifier le problPmc, nous avons d’abord 6tudiB la conden- 
sation du groupe carboxyle d’une mol4cule avec le groupe amino 
d’une autre mol6cule, ces deux molkcules se trouvant m6langBes 
dPs le d6but en quantitks Bquimol6culaires. Nous avons done essay6 
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de former une liaison peptidique entre une molecule de phtalyl- 
glyeine et une molecule de glycinate d’ethyle dissoutes dans la m6me 
solution. Les conditions sont donc les m6mes que lorsqu’il s’agit de 
cycliser un peptide, B la difference prbs qu’il ne peut y avoir qu’un 
seul type de produit de condensation puisqu’il n’y a pas competition 
entre la formation de cycle et celle de chaines. 

Le groupe carboxyle de la phtalyl-glycine salifie le groupe 
amino du glycinate d’6thyle donnant ainsi le phtalyl-glyeinate de 
glycinate d’ethyle (I), assez facilement soluble dans les solvants 
organiques. 

Lorsqu’on ajoute h, cette solution un chloroformiate d’alcoyle, 
il se forme l’anhydride mixte de la phtalyl-glycine (11) et le chlor- 
hydrate du glycinate d’6thyle (111). Par addition d’un Bquivalent 
de base tertiaire, le groupe amino du glycinate d’ethyle est ddsalifi6, 
et peut donc reagir avec l’anhydride mixte 11, avec formation de 
phtalyl-glycyl-glycinate d’ethyle (TI) et liberation d’une molecule 
de carbonate d’alcoyle qui se decompose en anhydride carbonique 
et en alcool. 

la reaction decrite ind6- 
pendamment par Boissonnasl), Wieland 2, et Vaughan3), dans la- 
quelle le sel I V  forme par addition d’une base tertiaire B un acide 
amink ou B un peptide N-acylB est additionne d’un equivalent de 
chloroformiate d’alcoyle, et oh l’anhydride mixte V ainsi formd, 
mis en pr6sence d’un acide amid ,  d’un peptide, ou d’un ester de 
ceux-ci, donne naissance B un peptide VI. 

I1 s agit donc d’une reaction analogue 

I p 
-N-CH-LOH-NR, 

? 0 
-X-&H-C-OH.H,N-&H-C- ~ 

~ 

I 
I 0 0  

-?J;-AH-C-O-COR + HCi.H,N-cH-c- 1 -~-dH-c-o-d-oR+ H u .  m, 

IV I 0 
a‘l + C1-c-oR 

a +C1-C-OR 

0 
‘ 1  0 
0 0  

7 I ?  

1 
I1 I11 

b‘ + H2N-CH-C- 
b+, 1 I 

VI 

Le chloroformiate d’alcoyle ne rkagit pas avec le groupe amino 
du glycinate d’kthyle, car celui-ci est salifi6 par le groupe carboxyle 

I ?  
0 

I I 1  
-N-CH-C-NH-CH-C-+ HC1. NR, + CO, + ROH 

1 
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de la phtalyl-glycine au debut de la r6action, et par I’acide chlor- 
hydrique au fur et a mesure de la formation de l’anhydride mixte. 

Le rendement de la reaction selon a-b est de 58% alors qu’il 
est de 69,5y0 selon a’-b’l). La condensation d’un groupe carbo- 
xylique avec un groupe amino di!jh pr6sent dans la m6me solution 
(reaction a-b) peut donc se faire avec un rendement satisfaisant2). 

AprAs ces essais preliminaires, nous avons procede B des essais 
de cyclisation de peptides neutres ayant leurs extrdmitks carbo- 
xylique et amino libres. 11 est evident qu’il y aura competition 
entre la formation de cycle et celle de chaines, selon que les ex- 
tremites I1 et 111 qui se condensent en VI  appartiennent B la 
m6me mol6cule, ou deux molecules diffkrentes. Selon la thdorie, 
confirmee par les expkrienees de ZiegZer3), la formation de cycle 
au depends de celle de chaines, sera favorisee par la dilution. 

Afin d’avoir une idee plus precise de la probabiliti! relahive de la 
formation de cycle et de celle de chaines, nous avons fait le calcul 
suivant qui suppose que les mol6cules ne sont pas associbes, et qu’elles 
peuvent prendre librement toutes les positions possibles. 

Selon Covey & Donohue4) la longueur d’un 
reste d’acide amin6 dans un peptideest de3,635A. 

Dans une chaine polypeptidique Btendue 
formke de n restes d’acidcs aminks, le groupe 
carboxyliqueterminalsetrouvedonc&n x 3,635A 
du groupe amino terminal de l’autre extr6mit6. 
Si nous prenons comme point fixe It: groupe car- 
boxylique, et que nous considkrons que le groupe 
amino peut occuper n’importe quelle position 
a,utour du groupe carboxylique, la chaine pepti- 
dique pouvant se plier, le volume V dans lequel 
pourra se mnuvoir le groupe amino sera de: 

V = (2 x n x 3,635)3 ~- A = 200 n3 A3. ?c R‘ 
6 

Lz molarit6 du groupe amino par rapport au 
groupe carboxylique de la mhme chaine M a/c 
sera donc de 

Ma/c=--  1700 -= ‘’5 moles/litres, 

a$ I 
200 n3 n3 

Pig. 1. 

puisque dans une solution molaire on trouve 
en moyenne une mol6cule par 1701) A3. 

Le tableau I indique les valeurs 
de M ajc pour diff6rents polypep- 

l) R. A .  Boissonnns, Helv. 34, 874 (1951). 
2,  Note. Si au melange de phtalyl-glycine et de glycinate d’6thyle on ajoute d’abord 

la base tertiaire e t  ensuite seulement le chloroformiate d’alcoyle, le rendement n’est que 
de 27,4% car une partie du chloroformiate r6agit avec le groupe amino non salifik du 
glycinate d‘kthyle. 
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tides, c’est-A-dire les molarit& auxquelles la probabilitk de forma- 
tion d’un cycle est la m h i e  que celle de la formation d’une chaine 
au dhbut de la rdaction de cyclisation. I1 faudra done travailler avec 
des molaritits 10 ou 100 fois plus fa’ibles pour que la probabilith de 
forniation d’un cycle au d6but de la rdaction soit respectivement 
10  ou 100 fois plus grande que la probabilitk de formation d’une 
chaine. I1 est Bvident qu’au fur et A mesure que la rhaction se dBroule 
la probabilitk de formation d’un cycle va augmenter, puisque le 
groupe amino se trouvera toujours a la meme distance moyenne 
du groupe carboxylique de la meme chafne, tandis qu’il se trouvera 
k des distances moyennes de plus en plus grandes des groupes carbo- 
xyliques d’autres molkcules, le nombre ahsolu de groupes 
xyliques diminuant eontinuellement pendant la r4aetion. 

Tableau I. - 

- 

dipeptide . . . . . 
tripeptide . . . . . 
tktrapoptide. . . . 
pentapeptide . . . 
hexapcptide . . . . 
hepkapeptide . . . 
octapeptide . . . . 
decapeptide . . . . 
cicosipepticle . . . 
Iiecatopeptide . . . 

M a,c 
XolaritC d’nn groupe amino d’une 
chsine polypeptidique par rap- 
port au groupe carboxylique de 

la iiiEme clinine 

1.06 moles/litre 
093 
0,13 
0,068 
0,04 
0,025 
0,017 
0,0085 
0,0011 
0.0000055 

carbo- 

Kons mans d’abord essay6 de cycliser la tri-glycyl-glycine et la 
penta-gl;1Scyl-6.lyeine. Conime ces deux pcptides f e sont montrhs 
insolubles dans tous les solvsnts organiques que nous avons essay&, 
nous nous sommes cffore6s de faire rhagir le chloroformiate d’kthyle 
sur des suspensions deem deux peptides dans cle la dimi?thylformamide, 
en espitrsnt obtenir des chlorhydrates solubles cles a,nhydrides mixtes. 
IWalheureusement, tel n’a pas Pt6 lc cas, et nous avons dti chereher 
cles peptides qui soient solubles dens un soh-ant organique. 

Kous aT-ons essay4 la D-leucyl-glycyl-glyeine qui poss&de une 
molkcule moins rPguliPre que celles des polyglycines et doit done 
&re plus soluble que celles-ci. 

11 a 4t8 possible de faire une solution sursaturde 0,0017-m. de 
ee corps dans la dim8thylformamide, et d’y ajouter du chloroformiate 
d’dthylc froid, de fapon 2i obtenir l’anhydride mixte. Aprirs ad- 
jonction de tributylamine, 121, rPaction a htit suivie par l‘intensitk de 
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la teinte que donnait une prise du mklange rdactionnel avec la nin- 
hydrine, ce qui permettait de suivre la disparition du groupe amino 
libre. Aprirs 30 min. cette coloration avait trirs fortement diminud, 
indiquant ainsi la fin de la rdaction. 

Rvec une concentration aussi faible que 0,0017-m., la proba- 
biliti! de formation du cycle est beaucoup plus grande pour un tri- 
peptide que celle de la formation d’une chafne (voir Tableau I), ceci 
pour autant que les mol6cules ne sont pas associkes par leurs groupes 
polaires (carboxyliques, amino ou peptidiques). 

Aprh  dvaporation du solvant, le produit de rkaction, dissous 
dans de l’eau alcaline, a B t B  extrait Q l’alcool butylique secondaire, 
afin de retirer les corps ne poss4dant pas de groupes carboxyliques 
libres. 

Nous avons ainsi obtenu, avec un rendeinent de 37 yo, un produit 
neutre, qui par hydrolyse donne de la leucine, et, en quantitds plus 
fortes, de la glycine. Ce corps ne rdagit pas B la ninhydrine, et ne 
posshde done pas de groupes cr-aminds libres. Le test pour la pr6sence 
de groupes carboxyliques libres selon W a k y  & W a t s m l )  a kti! nkgatif 
(un‘ test cornparatif fait’ sur la carbkthoxy-leucyl-glycyl-glycine a dt6 
positif). Ce corps ne possBde donc pas non plus de groupe carboxylique 
libre. 

Sa grande solubiliti! dam les solvants alcooliques exclut la possi- 
biliti! d’une trBs longue chafne formde de pkriodes de restes leucyl- 

I1 s agit done bien d’un tripeptide cyclique, le cyclo-lencyl- 
gly cyl-glycyl. 

glycyl-glycyle. 
0 

I 

C--SH-CH2 
CH, I 
CH-CH2-CH I 
I 
CH, 

I ~ c=o 
0 NH 

KH-C-CH, 
~ ‘ 1 1  

La prdseiice de cyclohexapeptide n’est pas exclue, mais ce 
corps doit etrc en proportion sensiblement plus faible qur le cyclo- 
tripeptide, ca,r sa probabilitd de formation est beaucoup plus petite. 

Dans la eouche aqueuse, apr8s l’estraction B l’alcool butyliquc 
secondaire, on trouve encore, B c6td de leucyl-glycyl-glycine, des pro- 
duits de polycondensation lindaire de celle-ci rksultant de la comp6- 
tition entre la condensation peptidique intramoldculaire donnant un 
cycle, et la condensation peptidique intermolkculaire conduisant 
8, des chaines. Un chromatogramme a rdv616, h c6tB du spot de la 
leucyl-glycyl-glycine, des spots d’autres peptides. 

l) S. G. Waley & J .  IVal~n ,  SOC. 2394; cf. J .  Tihbs, Nature 168, 910 (1951). 
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En effectuant la reaction de cyclisation de la leucyl-glycyl- 
glycine dans une solution 0,0017-m., la probabilitt5 de formation de 
cycle aurait - d’aprhs nos calculs - dii &re prAs de 200 fois plus 
grande que la probabilite de formation de chaines au debut de la 
rdaction, et ce rapport des probabilit6s aurait dii croitre encore au 
cours de la r6action. Si B c6tB du produit cyclique, nous avons obtenu 
&dement une quantitt5 appreciable de produits en chaine, ce fait in- 
clique donc que, m6me en solution tr&s dilu&e, il y a association entre 
differen tes molecules de tripeptide. L’emploi d’un solvant polaire 
comme la dimbthylformamide tend pourtant B rt5duire cette asso- 
ciation au minimum. 

I1 est clair que c’est ce m@me phenombne d’association qui rend 
impossible la dissolution d’acides amines, ou de peptides S chaines 
regulihre (polyglycines) dans la dim6thylformamide. On peut donc 
consid6rer que lorsqu’un polypeptide se dissoudra facilement dans 
un solvant organique, l’association entre lcs mol4cules sera diminuee, 
et ainsi la probabilite de cyclisation augmentera. 

L’eau est un excellent solvant, mais malheureusement, nous 
n’avons pas r@ussi B former un anhydride mixte en solution aqueuse, 
quoique ces anhydrides mixtes presentent une stabilitd suffisante 
dans l’eau. 

Nous remercions vivement le Fonds pour l’encouragement des recherches scientifiques 
(Berne) ainsi que la Rockefeller Foundation (New York) pour l’aide qu’ils nous ont ac- 
cordkc. 

Partie  exp6rimentale.  
Le noinbre de millimoles est indique entre parenthbues. 
Phtalylglycyl-glycinate d‘dthyle Ci partir d‘un me‘lange de phtalylglycine et de glycinate 

d’ithyle. A 862 mg (4,2) dc phtalylglycine e t  586 mg (4,2) de chlorhydrate de glycinate 
d’ethyle dans 10 em3 de dioxanne, on ajoute 1 em3 (4,2) de tri-n-butylamine. La solution 
est rofroidie It loo  et  additionnee de 0,4cni3 (4,2) de chloroformiate d’bthyle. Aprbs 30min., 
on ajoute encore 1 em3 (4,2) de tri-n-butylamine e t  6kve regulikrement la tempckature 
jusqu’k 40° en 30 min. Le precipite se dissout pcu 8. peu. Apr& 2 h. il s’est forme un nouveau 
precipiti.. On ajoute 8. Oo 50 em3 d’eau et  filtre le precipit6 qui est lave par HC1 n., HNaCO, 
0,5-m. et  H,O. Aprbs sckhagc, on obtient 711,5 mg de phtalyl-glycyl-glycinate d’ethyle 
F. 195O (1itt.l) 194-195O); rendement 58,4%. 

Xi  l’on ajoute d’abord la tri-n-butylamine et  cnsuite le chloroformiate d’ethyle, le 
rcndement tombe 3 27,4%. 

Cyclo-D-leucyl-glycyl-glyc?/le. On dissout en chauffant 306 mg (1,25) de D-leucyl- 
glycyl-glycine dans 75 cm3 de N-dimethylformamide sous forte agitation et  i l’abri de 
l’humidit6. On refroidit la solution 8. 00 ct  ajoute immbdiatement 0,13 (32113 (0,13) de 
chloroformiate d’6thyle. On continue It agiter e t  ajoute aprbs 10 min. 0,35 cm3 (0,14) de 
tri-n-butylamine. La temperature est maintenue 15 min. entre 2 e t  30, puis le melange 
cst abaiidonne 30 min. It la temperature ordinaire. Un spot sup papier de la solution 
nc donne plus qu’une trks faible reaction i la ninhydrine aprbs chauffage It 1000 (nin- 
hydrine 0,4% dans melange alcool butyliquc secondaire-eau-acide acetique glacial 
89-10-1). 

l) R. A. Boissonnas, Helv. 34, 878 (1951). 
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L s  dimPthylformamide est distillee dans le vide. Elle passe b, 3S0, la temphrature du 
bain ktant 45O. L: r63idu e-st repris par HC1 n. e t  du  chloroforme. Lz solution chloro- 
formique est l a d 3  b, la soude caujtique 0,l-n. e t  I’ezu, seehits sup du snlfhte de sodium 
et  kvapxite dzns le vide. On obtient 10,25 mg d’un produit qui ne rezgit pzs b, la ninhy- 
drine ct  donne psr hydrolysc acide de la glycine et  de la leucine. 

La solution chlorhydrique est alczliniske avec de la soude caustique. Par extraction 
au chloroforme on enleve la tri-n-butylamine. 011 extrait ensuite la solution alcaline par 
de l’alcool butylique secondzire e t  l’ou obtient 84 mg d‘un produit qui ne rkzgit pas B 
la ninhydrine et  ne contient pss de groupes carboxyliques libres (test de Waley & Watson1)). 
Par hyrolyse et  chromatographie sur papier, on obtient les spots de la leucine et  de la 
glycine dans la proportion de 1 B 2. I1 n’a pas 6th pnssible de cristalliser le produit cyclique. 

La solution alcaline acqueuae donne apr& l’extraction 5, l’alcool butylique secon- 
daire une ritiction positive i la ninhydrine, Un clromzt3gramme sur pipier (n-butanol- 
acide ac6tique glacial - e m  7-1-2) d:: c j t ts  solution dnnne 4 sp3t; pzrmi le3qusls 
se trouve celui de la D-leucyl-glycyl-glycine qui n’a pzt3 rbgi .  

SUMMARY. 
A method for the cyclisation of linear neutral peptides has been 

elaborated. D-leucyl-glycyl-glycine has been eyclised into cyclo-D- 
leucyl-glycyl-glycyl with a 37 % yield. 

Laboratoires de Chimie organique 
de l’Universit8 de Genbve. 

278. Scission, par la phhylhydrazine, du groupe <<phtalyle >> 
d’acides amin6s et de peptides N-phtalylCs 

par Ingeborg Schumnnn et R. A. Boissonnns. 
(25 IX 52) 

Parmi les divers groupes employes pour prot6ger la fonction 
amino d’acides amin& ou de peptides pendant les syntheses pepti- 
diques, le groupe phtalyle a l’avantage de donner des derives stables 
et facilement cristallisables 2, 3). 

La scission de ces groupes phtalyle est gendralement effectuee 
en chauffant le derive N-phtalylk avec l’hydroxyde d’hydrazine en 
solution alcoolique et en decomposant le compose intermediaire qui 
se forme, par chauffage dans un acide dilue3). 

Nous avons trouve que cette scission est plus aisement effectuee 
en chauffant le derive N-phtalyle avec la ph6nylhydrazine au lieu 

l )  S. G. Waley & J .  Watson, SOC. 2394 (1951). 
2, J .  H .  Billrnznn & W .  F.  Hartiny, Am. So:. 70, 1473 (1943). 
3, H .  R. Ing & R. H .  F. Mansks, SOC. 2345 (1926); D. A.  Kidd & F. E. King, Na- 

ture 162, 776 (1948); So-. 3315 (19*9); J .  C. S h d m n  & V. S. Frank, Am. SOC. 71, 1856 
(19$9); V .  Grassrnznn & E. Schulte-Ciebbina, B. 83, 2 U  (1950); J .  C. Shzehan, Chzpmzn & 
Roth, Am. SOC. 74, 3522 (1982). 


